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Resumo 
 
O crack é o principal subproduto da cocaína, sendo considerado uma droga epidêmica 
em grandes centros urbanos. A cocaína, vêm ganhando visibilidade em estudos sobre 
os efeitos em organismos aquáticos, já que sua presença foi identificada em matrizes 
aquáticas de diferentes países em concentrações-traço, porém, estudos relacionados 
aos efeitos do crack à biota aquática ainda são escassos. Nesse panorama, este 
estudo realizou uma avaliação dos efeitos subletais do crack no bivalve Perna perna, 
que possui ocorrência global, e vem sendo utilizado como bioindicador em programas 
de monitoramento ambiental. Os mexilhões foram expostos à uma concentração 
ambiental (0,5 µg.L-1) e concentrações 10 e 100 vezes maiores durante 168 horas, 
com retirada de hemolinfa, brânquias, glândulas digestivas e músculo adutor a cada 
dois dias para realização de uma bateria de biomarcadores (EROD, DBF, GST, GPx, 
avaliação da peroxidação lipídica (LPO), danos ao DNA mitocondrial (DNA strand 
break), colinesterase (ChE) e avaliação da estabilidade lisossomal (TRCVN)). O 
aumento significativo das atividades de EROD e DBF foram observadas somente nas 
brânquias. Houve aumento da atividade de GST no tecido de brânquias, porém 
observou-se a diminuição desta atividade em glândulas digestivas do mexilhão. A 
defesa antioxidante mensurada através de GPX foi elevada somente em brânquias 
após dois dias de exposição. Não foi observada peroxidação lipídica, nem atividade 
da colinesterase em nenhum tecido analisado, porém foram observados danos ao 
DNA mitocondrial em brânquias e glândulas digestivas. Foram observadas alterações 
na estabilidade da membrana lisossomal em todas as concentrações de crack 
testadas. Nossos resultados demonstraram que o crack parece ser metabolizado por 
atividade CYP like e GST em brânquias, e ser capaz de gerar espécies reativas de 
oxigênio que aumentaram a atividade antioxidante e causaram danos ao DNA e à 
membrana lisossômica do mexilhão Perna perna. 
Palavras-chave: Crack; poluentes emergentes; biomarcadores; Perna perna; drogas 
ilícitas 
 
 
VII 
 
Abstract 
Crack cocaine is the main by-product of cocaine, being considered an epidemic drug 
in urban areas. Cocaine has been a target of recent studies, since its presence has 
been identified in aquatic matrices in different countries in low concentrations, but 
studies related to crack cocaine effects to the aquatic biota still scarce. From this 
perspective, the present study assessed the subletals effects of crack cocaine in the 
mussel Perna perna, which has a large occurrence in tropical and subtropical 
environments and it is used as a bioindicator in environmental monitoring programs. 
The adult mussels were exposed to an environmental concentration (0,5 µg.L-1) and 
concentration 10 and 100 times higher for 168 hours. Hemolymph, gills, digestive 
glands and adductor muscles were dissected every two days to be analyzed using a 
suite of biomarkers (Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD), Dibenzylflurescein (DBF), 
Glutathione S-Transferase (GST), Glutathione Peroxidase (GPX), assess of lipid 
peroxidation (LPO), mitochondrial DNA damage (DNA strand break), cholinesterase 
(ChE) and assess the lysosomal stability (LMS). The significant increase of EROD and 
DBF activities was observed only in the gills. It was observed an increase of GST 
activity in gills, but it was observed a decrease of this activity in digestive glands. The 
antioxidant defenses measured by GPX were elevated only in the gills after two days 
of exposure. It was not observed lipid peroxidation, neither cholinesterase activity in 
any tissue, but it was observed mitochondrial DNA damage in gills and digestive 
glands. Alterations in LMS were observed in all crack cocaine concentrations. Our 
results demonstrated that the crack cocaine seems to be metabolized by CYP like and 
GST activities in gills, being able to generate oxygen-reactive species which increases 
the antioxidant activity and caused damage to DNA damage as well as to the lysosomal 
membrane of the mussel Perna perna. 
Key words: Crack cocaine; emerging pollutants; biomarkers; Perna perna; illicit drugs
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1.Introdução 
 Produtos de cuidado pessoal, fármacos e drogas ilícitas são considerados 
poluentes orgânicos emergentes (POE), substâncias que podem causar danos 
adversos à organismos não-alvo, não possuem regulamentação na legislação 
ambiental e não fazem parte de programas monitoramento ou avaliação da qualidade 
ambiental. Sendo tais substâncias de uso cotidiano ou de uso abusivo, podem ser 
consideradas fontes de grave contaminação do ambiente aquático (Gavrislescu et al., 
2015). Drogas ilícitas e seus metabólitos são considerados POE (Pal et al., 2013), 
devido à elevada atividade biológica, propriedades psicoativas e efeitos 
desconhecidos para os organismos aquáticos (Baker et al., 2012, Castiglioni et al., 
2011). 
 As drogas ilícitas podem ser divididas em quatro grupos principais: os 
canabinóides, anfetaminas, opióides e cocaína (Castiglioni et al., 2011). Estima-se 
que o uso mais problemático da cocaína e seus derivados seja nas Américas, 
principalmente no Brasil, que é responsável por 20% do consumo global da cocaína e 
seus derivados, por fatores como a aglomeração de pessoas em grandes centros 
urbanos e pela localização geográfica estratégica, sendo considerado uma rota de 
tráfico para a Europa, principalmente através de seus portos. O Brasil é considerado 
o segundo maior mercado de cocaína e o maior de crack no mundo (UNODC, 2016, 
2014; Laranjeira et al., 2013) 
 A cocaína (COC) é extraída de uma planta nativa (Erythroxilum coca) de países 
como Bolívia, Colômbia e Peru. A civilização Inca descobriu as propriedades 
analgésicas da folha de coca, capaz ainda de trazer sensação de saciedade da fome 
e combater a fadiga, sendo utilizada até os dias atuais por povos da região andina 
(Benowitz, 1993). É um composto alcalóide, com a característica de ser altamente 
hidrofílico e também lipofílico, age indiretamente nos receptores do neurotransmissor 
dopamina, acentuando sua ação, gerando sensações de euforia e excitação (Nestler, 
2004; Carlini et al., 2001). Após a inalação, a cocaína é rapidamente metabolizada. 
Seus principais metabólitos humanos são a benzoilecgonina (BZE), a ecgonina metil 
ester e a norcocaína (Pasanen et al., 1995; Zhang & Foltz, 1990). 
 Através da adição de bicarbonato de sódio (NaHCO3) à cocaína, obtém-se o 
crack, um de seus principais subprodutos, tornando-se um composto pouco solúvel 
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em água e com temperatura de ebulição baixa (90°C), o que possibilita a pirólise do 
crack (Florence & Attwood, 2006). O primeiro relato do uso de crack no Brasil foi em 
1989 na cidade de São Paulo. Seu uso aumentou exponencialmente nos anos 90 pelo 
baixo custo e efeitos intensos, sendo considerada até hoje uma epidemia, 
principalmente em grandes centros urbanos (Pulcherio et al., 2010; Ribeiro et al., 
2006). 
 O aporte de POE, como as drogas ilícitas ao ambiente aquático se dá 
principalmente por efluentes domésticos, em regiões costeiras, através de emissários 
submarinos (Pereira et al., 2016). Estudos apontam a presença da cocaína e seus 
metabólitos em matrizes aquáticas em diversos países, em estações de tratamento 
de esgoto (ETE) e em ecossistemas continentais, quantificados em países como 
Austrália, Colômbia, Grécia, Inglaterra, França, Espanha, Canadá, Itália e Bélgica (Lai 
et al., 2016; Hernández et al., 2015; Borova et al., 2014; Baker & Kasprzyk-Hordern, 
2013; Nefau et al., 2013; Postigo et al., 2010; Metcalfe et al. 2010; Mari et al., 2009; 
van Nujis et al., 2009). Ainda em ambientes de água doce, Thomas et al. (2014) 
identificaram cocaína e seu metabólito nas águas de dois igarapés afluentes do Rio 
Negro, em Manaus, nas concentrações de 800-5900 ng.L-1 e 1600-3600 ng.L-1, 
respectivamente. Campestrini & Jardim (2016) notificaram a presença da cocaína e 
seu principal metabólito em água potável (COC: 22 ng.L-1/ BZE: 652 ng.L-1) e de rios 
do estado de São Paulo (COC: 62 ng.L-1/ BZE: 1019 ng.L-1. Já em ambientes estuarino 
e marinho, Klosterhaus et al. (2013) quantificaram a presença de cocaína (2,4 ng.L-1) 
e benzoilecgonina (2,8-7,2 ng.L-1) na Baía de São Francisco, Estados Unidos. Pereira 
et al. (2016) detectaram níveis de cocaína entre 21,5 e 537 ng.L-1, valores 
semelhantes a cafeína e para a benzoilecgonina valores entre 4,6 e 19,5 ng.L-1 na 
Baía de Santos - SP.  
 Mesmo em baixas concentrações, esses compostos extremamente bioativos 
como as drogas ilícitas podem causar efeitos subletais em organismos não-alvo. 
Diversos estudos foram publicados a fim de demonstrar os danos causados por essas 
drogas psicoativas em diversos modelos, como efeitos deletérios na atividade 
cognitiva em usuários da forma alcaloide da cocaína (Hoff et al., 1996); significantes 
reações tóxicas ao pulmão de usuários de crack (Haim et al., 1995); o possível 
desenvolvimento de úlcera de córnea em usuários de crack (Ghosheh et al., 2007); o 
potencial carcinogênico do crack investigado em células de mucosa oral de usuários 
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(Oliveira et al., 2014); alterações hepáticas em ratos expostos a cocaína (Mehanny & 
Abdel-Rahman 1991); efeitos comportamentais em peixes Danio rerio expostos a 
cocaína (López-Patiño et al., 2008); efeitos citogenotóxicos em mexilhões de água 
doce (Dreissena polymorpha) expostos à cocaína (Binelli et al., 2012) e 
benzoilecgonina (Parolini et al., 2013) e alterações histopatológicas na pele e intestino 
de enguias Anguilla anguilla expostas a concentrações ambientais de cocaína (Gay 
et al., 2016). 
 Efeitos subletais podem ser mensurados através da aplicação de uma extensa 
bateria de respostas bioquímicas e celulares. Biomarcadores podem ser definidos 
como mudanças nas respostas biológicas, desde moleculares à comportamentais, 
relacionadas à exposição ou efeitos de contaminantes químicos. O uso de 
biomarcadores em diversos níveis de organização celular tem sido proposto como 
uma ferramenta eficaz para a detecção dos primeiros sinais de efeitos biológicos na 
avaliação da qualidade ambiental (Van der Oost et al., 2003; Cajaraville et al., 2000) 
 A biotransformação de substâncias orgânicas estranhas ao sistema biológico 
(xenobióticos) possui duas principais fases. A primeira fase está relacionada a 
reações de oxidação, redução e hidrólise, induzidas pela atividade da família de 
enzimas do citocromo P450, pertencente à família de hemoproteínas CYP450, 
capazes de reduzir o teor de carbono destas substâncias (Van der Oost et al., 2003; 
Goeptar et al., 1995). A atividade de etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) provou ser 
uma resposta catalítica sensível para mensurar a indução da atividade do citocromo 
P450 1A em ratos, humanos e peixes (van der Oost et al., 2003;). Já em bivalves, tal 
indução foi mensurada através das atividades de EROD e DBF (P450 1A-like e 3A-
like, respectivamente) (Binelli et al., 2012; Gagné et al.,2007a). 
 A fase II da biotransformação está ligada ao processo de conjugação com a 
glutationa, a fim de tornar os xenobióticos mais solúveis. Sua atividade pode ser 
mensurada através das atividades da isoenzima Glutationa S-Transferase (GST). O 
metabolismo em geral produz espécies reativas de oxigênio, acionando desta 
maneira, as defesas antioxidantes. Tal atividade pode ser avaliada através da enzima 
Glutationa Peroxidase (GPX), responsável pela redução de radicais livres e 
consequentemente prevenindo o estresse oxidativo (van der Oost et al., 2003; Cheung 
et al., 2001).  
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 Quando o sistema de enzimas antioxidantes está sobrecarregado, ocorre o 
estresse oxidativo e o seu principal dano é a peroxidação lipídica (LPO) devido a 
oxidação de ácidos graxos e radicais livres, dando origem a malondialdeidos (MDA) e 
gerando danos à membrana lipídica das células (Gutteridge, 1995; Bonnes-Taourel et 
al., 1992). Outro dano causado pelo aumento de radicais livres é o dano ao DNA 
mitocondrial, causando fragmentações simples ou duplas, podendo levar à necrose e 
apoptose (Van der Oost et al., 2003; Collins et al., 1995) 
 A atividade da enzima colinesterase (ChE) possui importante função no sistema 
nervoso e pode ser inibida por compostos neurotóxicos. Tal inibição pode levar a um 
acúmulo da acetilcolina na sinapse, ocasionando a interrupção da função nervosa 
(Domingues et al., 2010; Garcia et al., 2000). 
 A viabilidade celular pode ser avaliada através do ensaio do tempo de retenção 
do corante Vermelho Neutro (TRCVN), um importante biomarcador de estresse 
fisiológico. Este ensaio avalia o extravasamento do conteúdo lisossomal para o 
citoplasma através da exposição de hemócitos ao corante vermelho neutro, com base 
em critérios de avaliação entre células sadias e células estressadas (Mamaca et al., 
2005; Dailianis et al., 2003). 
 Pouco se sabe sobre os efeitos causados pelo crack em invertebrados 
marinhos, o que evidencia a importância da avaliação de tais efeitos biológicos 
adversos. Nesse panorama, este estudo pôde determinar as respostas bioquímicas e 
fisiológicas da droga ilícita crack em um bivalve marinho de ampla ocorrência em 
ambientes subtropicais. 
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2. Objetivos 
 O objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos subletais causados pela 
droga ilícita crack em ambientes costeiros empregando o mexilhão Perna perna 
(Mollusca-Bivalvia) como bioindicador. Para tanto, estabeleceu-se os seguintes 
objetivos específicos: 
 Elucidar o metabolismo envolvido na biotransformação (fase I e II) e avaliação 
de estresse oxidativo causado pelo crack ao bivalve P. perna; 
 Analisar a citogenotoxicidade do crack no mexilhão marinho P. perna através 
da avaliação da estabilidade da membrana lisossomal, peroxidação lipídica e 
danos em DNA mitocondrial; 
 Avaliar a neurotoxicidade através da atividade da enzima colinesterase no 
mexilhão P. perna. 
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3. Material e Métodos 
3.1.Obtenção do Crack 
 As alíquotas de crack foram obtidas a partir da colaboração com o Prof. Daniel 
Araki Ribeiro (Unifesp, Campus Baixada Santista). O crack investigado no presente 
estudo foi cedido pela 2ª vara criminal do Fórum de Limeira, a partir de despacho de 
Vossa Excelência, Sr. Juiz de Direito Luiz Augusto Barrichello Neto, Proc. Nº 3012156 
- 28.2013.8.26.0320, Ordem nº 1122/2013 (Anexo I). 
A análise quantitativa de concentração real de cocaína no lote de crack 
utilizado, assim como as concentrações de cocaína inicial (T0) e após 24 h (T24) nas 
soluções-teste nos ensaios ecotoxicológicos foram analisadas no Centro de 
Espectrometria de Massas Aplicada do Instituto de Pesquisas Nucleares da 
Universidade de São Paulo (CEMSA/USP), em Cromatografia Líquida Acoplada ao 
Espectômetro de Massas (LC-MS/MS) híbrida, tipo quadrupolo linear íon trap (LC-
QqLIT), no modo positivo em Monitorização de Reação Múltipla (MRM), com a seleção 
de um íon precursor e dois produtos de íons para quantificar e qualificar a 
concentração de cocaína. Os resultados foram expressos em porcentagem de 
cocaína. 
3.1.1. Extração em fase sólida (EFS) 
 A concentração de cocaína na alíquota de crack utilizada dos ensaios 
ecotoxicológicos foi analisada por Cromatografia Líquida Acoplada ao Espectômetro 
de Massas (LC-MS/MS) híbrida, tipo quadrupolo linear íon trap (LC-QqLIT), no modo 
ESI (positivo e negativo) e Modo de Monitorização de Reação Múltipla (MRM), com a 
seleção de um íon precursor e um produto de íons para quantificar e qualificar a 
cocaína (Tabela 1). 
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Tabela 1.  Parâmetros do Modo de Monitorização de Reação Múltipla (MRM). 
Substância Q1 Q3 
DP 
(V) 
CE 
(V) 
CXP 
(V) 
LOD 
(ng·L-1) 
LOQ 
(ng·L-1) 
RT 
(min.) 
Cocaína 304,2 
182,2 36 27 4 
3,0 12,0 3,90 
105,1 36 39 4 
 
Legenda: Q1 (primeiro quádruplo); Q3 (último quádruplo); DP (Potencial de 
declustering); CE (Energia de colisão); CXP (Potencial de saída de colisão); LOD 
(limites de detecção); LOQ (Limites de quantificação); RT (Tempo de Retenção); Q3, 
célula superior íon quantificador e na célula inferior íon qualificador. 
3.2.Organismo-teste Perna perna 
 Entre os organismos marinhos, os bivalves ganharam relevância global como 
bioindicadores e têm sido empregados em programas de biomonitoramento de águas 
costeiras (Pereira et al., 2014a, 2007; Maranho et al., 2012; Gagné et al., 2007a, b). 
Estes organismos possuem ampla distribuição geográfica, disponibilidade em campo 
e através da aquicultura, além da adequação para experimentos em laboratório e in 
situ (Cajaraville et al., 2000). 
 O mexilhão Perna perna possui hábito bentônico, sendo encontrado em bancos 
naturais entre a região do entremarés até a zona infralitoral, sua ocorrência é mais 
frequente em áreas de incidência direta de ondas e de alto hidrodinamismo. São 
organismos suspensívoros filtradores e sua alimentação consiste em fitoplâncton e 
matéria orgânica particulada em suspensão. É uma espécie eurihalina e euritérmica, 
possuindo assim, grande capacidade de suportar variações ambientais. São dióicos, 
sem dimorfismo sexual externo e sua reprodução ocorre de forma sexuada, através 
de liberação de gametas na coluna d’água. A diferenciação sexual é feita através da 
coloração das gônadas dos organismos adultos, sendo de coloração alaranjada nas 
fêmeas e coloração esbranquiçada nos machos (Figura 1). Este organismo foi 
previamente validado como um organismo-teste recomendado para avaliações de 
qualidade ambiental na costa brasileira. (Pereira et al., 2012, 2011, 2007; Resgalla Jr. 
et al., 2008; Abessa et al., 2005). 
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Figura 1. Organismos adultos de Perna perna. A: Organismo fêmea. B: Organismo 
macho. 
 Os exemplares do mexilhão Perna perna empregados neste estudo foram 
adquiridos de cultivos localizados na praia da Cocanha (Caraguatatuba – SP). Os 
organismos foram transportados em caixas térmicas até o laboratório, onde foram 
mantidos em aquário com água do mar filtrada, sob aeração e temperatura constante 
(20 ± 2°C) por uma semana, para aclimatação. Após esse período, foi realizada a 
exposição dos organismos ao composto estudado. 
 Os tecidos escolhidos para este estudo foram as brânquias, glândula digestiva 
e músculo adutor, além da hemolinfa. As brânquias, também chamados ctenídeos, 
são estruturas filamentosas e estão relacionadas com a circulação de água, trocas 
gasosas e a obtenção de alimento. A glândula digestiva é uma estrutura de coloração 
marrom, que envolve o estômago e parte do intestino. É neste local onde ocorre a 
digestão intracelular, já que no estômago destes organismos ocorre somente um 
processo inicial de digestão extracelular. O músculo adutor é encontrado na região 
posterior do organismo. Tem como função abrir e fechar as valvas, quando contraído 
promove o fechamento das conchas, de maneira oposta, quando relaxado promove o 
afastamento das conchas. Por último, a hemolinfa é composta por células circulantes 
e o plasma, possuindo aparência leitosa. Compõe o sistema imunológico e circulatório 
destes organismos, que é composto de um coração, veias, artérias e hemolinfa 
(Resgalla Jr. et al, 2008; Narchi & Galvão-Bueno, 1997).  
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3.3. Exposição dos organismos e extração dos tecidos 
 Para avaliação das respostas bioquímicas e fisiológicas foram conduzidos 
ensaios semi-estáticos com exposição de 168 horas, sob condições controlas em 
laboratório (20 ± 2 °C, aeração constante, fotoperíodo de 12h, salinidade 35 e pH 8).  
 O crack foi diluído em dimetilsulfóxido (DMSO 0,001%). Foram utilizados três 
aquários para cada concentração testada, controle (água do mar) e controle solvente 
(água do mar e DMSO (0,001%)), totalizando assim, 15 aquários. Cada aquário 
recebeu 10 mexilhões (n=30 por tratamento) e 10 litros de água do mar, atingindo a 
proporção de um mexilhão por litro.  
 Tanto a água como as soluções teste foram trocadas a cada 24 horas para 
garantir uma constante presença de crack. As concentrações de crack utilizadas foram 
baseadas na concentração de cocaína máxima determinada na Baía de Santos (0,5 
µg.L-1) (Pereira et al., 2016), assim como concentrações 10 (5 µg.L-1), e 100 vezes (50 
µg.L-1) maiores que a concentração ambiental.  
 
 
 
Figura 2. Exposição dos organismos em aquários de 20 L. 
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 A cada 48 horas de exposição, dez organismos de cada concentração foram 
retirados aleatoriamente e dissecados, sendo retirados glândulas digestivas, 
brânquias e músculos adutores. Amostras de hemolinfa destes mesmos organismos 
foram coletadas para a realização do TRVCN. Os tecidos foram conservados em 
laboratório a -80°C até posterior homogeneização.  
3.4. Ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro (TRCVN) 
 O dano causado pelo crack em organelas foi avaliado através do ensaio de 
TRVCN (em inglês: Neutral Red retention time – NRRT) de acordo com o que foi 
proposto por Lowe et al. (1995). Este ensaio tem como objetivo detectar alterações na 
permeabilidade lisossomal de hemócitos do bivalve Perna perna. 
 Para tal ensaio foi preparada uma solução fisiológica constituída por 4,77 g de 
HEPES, 25,48 g de NaCl, 13,06 g de MgSO4, 0,75 g de KCl e 1,47 CaCl2 diluídos em 
1L de água destilada. O pH da solução foi ajustado para 7,36, a salinidade para 36 e 
mantida em temperatura ambiente. Em um frasco âmbar foram adicionados 28,8 mg 
do corante em questão diluídos em 1 mL de DMSO. A solução de trabalho foi 
preparada com 10 µL da solução estoque diluídos em 5 mL da solução fisiológica, 
mantida no escuro.  
 Com o auxílio de uma faca, as valvas dos bivalves foram distanciadas e foi 
introduzida no músculo adutor do mexilhão uma pequena seringa com agulha padrão 
21, previamente preenchida com 0,5 mL de solução fisiológica, onde foram retirados 
0,5 mL de hemolinfa. A solução com hemolinfa foi depositada em microtubos e 
incorporada à solução fisiológica por leve inversão. Em seguida, 40 µL dessa solução 
foram depositados em uma lâmina previamente tratada com 10 µL de poly-L-lisina e 
armazenadas em uma câmara úmida e escura durante 15 minutos. Após esse tempo, 
o excesso de hemolinfa foi cuidadosamente retirado e ainda dentro da câmara escura, 
cada lâmina recebeu 40 µL do corante vermelho neutro e armazenadas por mais 15 
minutos. Logo após, o excesso de corante foi retirado e com o auxílio de uma lamínula, 
as lâminas foram montadas e levadas para leitura ao microscópio, em aumento de 
400x.  
 Ao final de cada leitura, as lâminas foram novamente levadas à câmara escura 
e úmida por mais 15 minutos. O procedimento foi repetido até as células apresentarem 
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extravasamento do corante. Após extravasamento celular, a análise foi interrompida 
e o tempo de retenção anotado, não ultrapassando tempo total de 120 minutos. Os 
critérios para a diferenciação de células saudáveis e estressadas estão apresentados 
na Tabela 2. 
Tabela 2. Critérios para diferenciação de células saudáveis e células estressadas. 
Critério Células saudáveis Células estressadas 
Formato das células Irregular Arredondado 
Tamanho das células Aumentado Diminuído 
Número de lisossomos Aumentado Diminuído 
Tamanho dos lisossomos Menores Alargados/ Aumentados 
Cor dos lisossomos Vermelho pálido/ rosado Vermelho ou rosa escuro 
Pseudópodes Não visíveis Visíveis 
Corante extravasado no 
citosol 
Não visíveis Visíveis 
Fonte: King (2000) 
 Em cada leitura realizada foram observadas as características das células, 
considerando-se três classificações possíveis: “+” quando mais de 90% das células 
observadas não apresentaram sinais de estresse; “+/-“ quando a ausência de estresse 
esteve presente entre 90 e 50% das células e “-“ quando mais de 50% das células 
exibiram deformidades e extravasamento do corante para o meio extracelular (King, 
2000). 
 Após o término das análises realizadas, os organismos foram dissecados por 
rompimento do músculo adutor, sendo que brânquias, glândulas digestivas e 
músculos adutores foram acondicionados em ultrafreezer (-80°C) para posterior 
análise de outros biomarcadores. 
3.5. Preparação das amostras para as análises bioquímicas 
 Para homogeneização dos tecidos, os mesmos foram descongelados sobre 
gelo e homogeneizados com solução tampão. A solução tampão de homogeneização 
foi preparada utilizando TRIS (50mM), EDTA (1mM), DTT (1mM), sacarose (50mM), 
KCl (150mM) diluídos em 250 mL de água Milli-Q® (pH 7,6). Preparou-se uma solução 
de PMSF (100mM) diluído em 1mL de etanol. A solução tampão utilizada para 
homogeneização foi preparada da junção destas duas soluções, sendo adicionados 
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100 µL da solução de PMSF em 30 mL do tampão de homogeneização, mantida sobre 
o gelo e envolto em papel alumínio. 
 Cada alíquota de tecido foi pesada para a adição de solução tampão (1:3). Em 
seguida, os tecidos foram homogeneizados com o auxílio de um homogeneizador, e 
as alíquotas separadas para posterior análise. Danos em DNA (strand breaks), 
peroxidação lipídica (LPO) e a mensuração de proteínas totais foram determinadas 
nas amostras de homogeneização de glândula digestivas e brânquias. 
 Após a separação das amostras de homogeneizado, cada extrato foi 
centrifugado a 4°C, a 15.000 g durante 20 minutos, obtendo-se assim, a fração S15 
(sobrenadante de 15.000 g). A partir do S15 de glândulas digestivas e brânquias foram 
determinadas as atividades enzimáticas de EROD, DBF, GST, GPX e ChE. Já para o 
músculo adutor foi determinada apenas a atividade de ChE. A concentração de 
proteínas totais existentes na fração celular citoplasmática foi determinada nos três 
tecidos em questão. 
 Todas as amostras foram congeladas em ultrafreezer (-80°C) para posterior 
determinação das diferentes respostas bioquímicas. 
3.6. Proteínas Totais 
 O teor de proteínas totais foi determinado para cada extrato de acordo com o 
método de Bradford (1976).  
 Em ensaio preliminar, uma amostra de cada tecido foi testada para avaliação 
da diluição que seria utilizada para que não ultrapassasse o limite da curva de 
calibração. Para músculo adutor e brânquias (homogeneizado e centrifugado) foi 
estabelecida uma diluição com água Mili-Q de 1:10, já para glândula digestiva, a 
fração homogeneizada foi diluída numa proporção de 1:10 e a fração centrifugada, 
1:20. 
 Para a quantificação do teor de proteínas totais se fez necessária a preparação 
de uma curva de calibração com Albumina de Soro Bovino (BSA). A partir de uma 
solução estoque de BSA de 2 mg.L-1, posteriormente diluída em água Milli-Q®, 
obtendo-se cinco concentrações: 0, 0,21 mg.L-1, 0,42 mg.L-1, 0,7 mg.L-1 e 1,04 mg.L-1 
(Tabela 3).  
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Tabela 3. Valores da curva de calibração utilizada com BSA para quantificação das 
proteínas totais. 
Concentração (mg.L-1) 
Volume de água Mili-Q® 
(µL) 
Volume BSA (µL) 
0 100 0 
0,21 85 15 
0,42 70 30 
1 50 50 
1,5 25 75 
 
 Para montagem das placas, foram necessários 20 µL da amostra de tecido 
previamente diluído na solução tampão de homogeneização em duplicata e 180 ul do 
reagente Bradford, que foram depositadas em placa transparente, juntamente com o 
“branco”, composto pela solução tampão de homogeneização, também em duplicata. 
Incubou-se a placa no escuro por 20 minutos à temperatura ambiente antes da leitura 
no equipamento Synergy HT-Biotek®, onde foi realizada a leitura em absorbância de 
595 nm. Os resultados foram expressos por mg.mL-1. 
3.7. Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) 
 A atividade de EROD foi determinada utilizando-se o ensaio adaptado de 
Gagné & Blaise (1993) e Siebert et al. (2017).  
 Inicialmente, foram preparados um substrato tampão com 1,5142 g de Trizma 
base e 1,50 mL de TWEEN 20 diluídos em 500 mL de água Mili-Q®, com o pH ajustado 
para 7,4 e um substrato de etoxiresorufina, com 0,006 g de resorufin ethyl ether 
(5mM), diluído em 5 mL de DMSO. Em seguida foi preparado o substrato de 
etoxiresorufina, utilizando-se 40 mL do substrato tampão e 40 µL do substrato de 
etoxiresorufina. Após foi preparada uma solução de NaOH (0,02 mM) acondicionada 
em geladeira. Em seguida, uma solução de NADPH (4mM) diluída em 20mL de NaOH 
foi preparada e separada alíquotas de 1 mL em microtubos a -20°C e descongelados 
para o uso. A solução estoque de resorufin (5mM) foi preparada com 0,06 g de 
resorufin diluídos em 5 mL de DMSO. 
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 A curva de calibração utilizada foi composta de 10 µL da solução estoque de 
resorufin diluídos em 9,990 mL de DMSO, a solução tampão de homogeneização, o 
substrato de etoxiresorufina e NADPH (Tabela 4). 
Tabela 4. Valores da curva de calibração utilizada para o ensaio de EROD. 
Concentração 
(nmol.mL-1) 
Volume 
Resorufin 
(µL) 
Sol. Tampão 
de Homog. 
(µL) 
Substrato 
Etoxiresorufina 
(µL) 
NADPH (µL) 
0 0 50 160 10 
0,01 2 48 160 10 
0,025 5 45 160 10 
0,05 10 40 160 10 
0,1 20 30 160 10 
0,15 30 20 160 10 
0,2 40 10 160 10 
 
 Para a preparação da leitura tanto das amostras quanto da curva de calibração, 
foram utilizadas placas escuras (para as placas com amostra de tecido foram 
adicionados 50 µL da amostra em duplicata e 160 µL do substrato de etoxiresorufina). 
Após a montagem das placas, incubou-se as placas 10 minutos no escuro a 30°C e 
depois adicionou-se 10 µL de NADPH para iniciar a leitura no fluorímetro. 
   A leitura foi realizada através de filtros de fluorescência de 485 nm (excitação) 
e 580 nm (emissão), durante 1 hora com intervalos de 15 minutos. Os resultados foram 
expressos em pmol.min-1.mg-1proteína total. 
3.8.Dibenzilfluoresceína (DBF) 
 A atividade relacionada a DBF foi determinada utilizando-se o método proposto 
por Gagné et al. (2007a). A solução de NaOH (0,02mM) e o substrato tampão foram 
reaproveitados do ensaio para a determinação da atividade de EROD. 
 Foi preparado um substrato estoque (10µM) com 5 mg de dibenzilfluoresceína 
diluídos em 1 mL de Acetonitrilo. Em seguida foi preparado um substrato de uso diário, 
com 51 µL do substrato estoque diluídos em 49,949 mL de solução tampão de 
homogeneização. O NADPH (1mM) utilizado neste ensaio foi diluído em 20 mL de 
NaOH. Após, foi preparada a solução de fluoresceína (5mM), utilizada na curva de 
calibração. 
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 Para a preparação da curva de calibração foi utilizada uma placa preta, a 
solução de fluoresceína, a solução tampão de homogeneização, o substrato de DBF 
e NADPH (Tabela 5). 
Tabela 5. Valores da curva de calibração utilizada para o ensaio de DBF. 
Concentração 
(nmol.mL-1) 
Volume 
Fluoresceína 
(µL) 
Sol. Tampão 
de Homog. 
(µL) 
Substrato 
(µL) 
NADPH (µL) 
0 0 50 160 10 
0,01 2 48 160 10 
0,025 5 45 160 10 
0,05 10 40 160 10 
0,1 20 30 160 10 
 
 Para a preparação das placas com as amostras, foram utilizados 50 µL do 
tecido a ser estudado, em duplicata, 160 µL do substrato e 10 µL do NADPH. Após 
adicionar o NADPH incubou-se as placas no escuro por 15 minutos antes da leitura, 
realizada com filtros de fluorescência a 485 nm de excitação e 516 nm de emissão, 
por 45 minutos com intervalos de 15 minutos, também em placa preta. Os resultados 
foram expressos em nmol.min-1.mg-1 proteína total. 
3.9.Glutationa S-Transferase (GST) 
 A determinação da atividade de GST foi realizada de acordo com o que foi 
descrito por McFarland et al. (1999). Para este ensaio foi preparada uma solução de 
HEPES (10mM). Em seguida foi preparada uma solução de uso diário, com GSH 
(1mM), 1-cloro-2-4-dinitrobenzeno (1mM) e NaCl (125mM) diluídos em 250 mL de 
água Mili-Q, o pH foi ajustado para 6,5. 
 Em placas transparentes, foram adicionados 50 µL da fração centrifugada das 
amostras em duplicata e 200 µL da solução preparada anteriormente. A leitura foi 
realizada a 340 nm por 30 minutos com intervalos de 5 minutos. Os resultados foram 
expressos em OD GST min-1.mg-1 proteína total. 
3.10. Glutationa Peroxidase (GPX) 
 A atividade de GPX foi determinada aplicando-se a metodologia descrita por 
Almeida et al. (2003). Para tal ensaio foram preparadas três soluções diferentes. A 
16 
 
primeira, uma solução tampão preparada com duas soluções, uma ácida e uma 
básica. A solução ácida foi preparada com KH2PO4 (50mM), EDTA (0,1mM) e azida 
sódica (0,15mM) diluídos em 500 mL de água Mili-Q®. Em seguida, foi preparada a 
solução básica, com K2HPO4 (50mM), EDTA (0,1mM) e azida sódica (0,15mM) 
diluídos em 1L de água Mili-Q®. A solução ácida foi misturada à básica de forma que 
o pH alcançasse 7,0. 
 Foi preparado também, um substrato com 97 µL de hidroperóxido de cumeno 
(1mM) em 50 mL de solução tampão. Esta solução foi incubada até o uso a 30 °C. Por 
último, foi preparada uma solução de uso diário com validade de 4 horas com 0,0461 
g de glutationa reduzida e 0,0146 g de NADPH em 50 mL de solução tampão. Esta 
solução foi agitada e incubada a 30°C. 
 Em placas transparentes, foram adicionados 20 µL da fração centrifugada dos 
tecidos em duplicata e 200 µL da solução de uso diário, as placas foram incubadas a 
30 °C por 2 minutos e depois foram adicionados 50 µL do substrato preparado 
previamente. Foram deixados dois pocinhos para o “branco”. A leitura foi realizada em 
340nm de absorbância, durante 5 minutos com intervalos de 50 segundos. Os 
resultados foram expressos em nmol min-1.mg-1 proteína total.  
3.11. Peroxidação lipídica (LPO) 
 O ensaio para avaliação da peroxidação lipídica foi realizado de acordo com o 
que foi proposto por Wills’ (1987). Para a realização deste ensaio, foram preparadas 
seis soluções, identificadas com letras de A à E.  
 A primeira solução (A), de HCl (0,1M), preparada com 3,64 mL de HCl diluídos 
em 996,36 mL de água Mili-Q®. A segunda solução (B), de tetrametoxipropano (TMP), 
com 10 µL de TMP diluídos em 9,99 mL da solução A. Tal solução foi diluída para 
chegar a diluição de 0,001%, ou seja, 10 µL da solução B diluídos em 990 µL de água 
Mili-Q. A solução C foi preparada com 0,279 g de FeSO4 diluídos em 1L de água Mili-
Q. A quarta solução (D) foi preparada com 250 mg de tricloroacético (TCA) diluídos 
em 225 mL da solução C. A sexta solução (E) foi preparada com 1,675 g de ácido 
tiobarbitúrico (TBA) diluídos em 250 mL de água Mili-Q®.  
 Em seguida, foi preparada uma curva de calibração, com as soluções de TMP, 
TCA e TBA. Todas as concentrações foram montadas em microtubos e incubadas em 
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banho maria a 70°C por 20 minutos, após, as amostras foram dispostas em uma placa 
preta para leitura (Tabela 6). 
Tabela 6. Valores da curva de calibração utilizada no ensaio de LPO 
Concentração 
(µm.L-1) 
Volume 
TMP 
0,001% (µL) 
Volume de 
água Mili-Q (µL) 
Volume TCA 
(µL) 
Volume TBA 
(µL) 
0 0 150 300 150 
0,6 6 144 300 150 
1,5 15 135 300 150 
3 30 120 300 150 
4 40 110 300 150 
6 60 90 300 150 
10 100 50 300 150 
 
 Para a preparação das placas com amostras, foram necessários 150 µL da 
fração homogeneizada dos tecidos estudados, 300 µL da solução de TCA e 150 µL 
da solução de TBA, dispostos diretamente nos microtubos. As amostras foram 
incubadas em banho maria a 70°C por 20 minutos e em seguida colocadas 200 µL do 
sobrenadante em placa preta para leitura por fluorescência a 530 nm de excitação e 
590 nm de emissão. Os resultados foram expressos em pmol TBARS mg-1.min-1 
proteína total. 
3.12. Danos ao DNA mitocondrial (DNA strand breaks) 
 Os danos ao DNA mitocondrial foram avaliados através do ensaio de 
precipitação alcalina proposto por Olive (1998). Inicialmente foi preparada uma 
solução de Sódio Dodecil Sulfato (SDS) a 2%, com 5g de SDS, EDTA (10 mM), Trizma 
base (10 mM) e NaOH (40 mM) diluídos em 250 mL de água Mili-Q, tal solução foi 
mantida no escuro e em temperatura ambiente. Em seguida, foi preparada uma 
solução de KCl (0,12 M) com 0,22368g de KCl diluídos em 250 mL de água Mili-Q®. 
Após, foi preparada uma solução estoque de Trihidrocloreto Trihidratado 10 mg.L-1 
(Hoescht) diluídos em 900 µL de metanol. Em seguida, foi preparada uma solução 
tampão com NaCl (0,4 M), colato de sódio (4 mM) e Trizma-acetato (1 mM) diluídos 
em 50mL de água Mili-Q®. O pH desta solução foi ajustado para 8,5. Para o uso, foi 
preparada uma solução de trabalho com 10 µL da solução estoque de Hoescht 
diluídos em 9,990 mL da solução tampão. 
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 Para a curva de calibração, foi preparada uma solução com esperma de 
salmão. Previamente foi elaborada uma solução tampão com Trizma base-HCl 
(10mM) e EDTA (1mM) diluídos em 100mL de água Mili-Q® (pH=8,0). Logo após, 
foram pesados 0,010g de esperma de salmão e diluídos em 10 mL da solução tampão. 
Para a preparação da curva de calibração, foram utilizadas as soluções de esperma 
de salmão, a solução tampão de homogeneização e a solução de Hoescht (Tabela 7). 
Tabela 7. Valores da curva de calibração utilizada no ensaio de danos ao DNA 
Concentração 
(µg.mL-1) 
Sol. de Esperma 
de Salmão (µL) 
Sol. Tampão de 
Homog. (µL) 
Solução Hoescht 
(µL) 
0 0 50 150 
0,455 0,5 49,5 150 
0,91 1 49 150 
2,27 2,5 47,5 150 
4,55 5 45 150 
9,09 10 40 150 
11,36 12,5 37,5 150 
13,63 15 35 150 
 
 Neste ensaio, cada microtubo com 25 µL amostra de tecido previamente 
homogeneizada, recebeu 200 µL de SDS a 2% e foram agitados por inversão. Após 
1 minuto em repouso, os microtubos receberam 200 µL da solução de KCl e foram 
agitados novamente por inversão. Em seguida, os microtubos permaneceram por 10 
minutos em banho-maria a 60°C e após foram agitados por inversão. Após este 
processo, os microtubos foram incubados por 30 minutos a 4°C e em seguida, foram 
centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 4°C. 
 Para a preparação das placas, foram pipetados 50 µL do sobrenadante deste 
processo em placas pretas em duplicata e adicionados 150 µL da solução de Hoescht. 
Previamente a leitura, as placas já prontas foram submetidas a agitação, por 5 minutos 
a 700 rpm. A leitura foi realizada a 360nm de excitação e 450nm de emissão. Os 
resultados foram expressos em µg DNA strands mg-1 proteína total. 
3.13. Colinesterase (ChE) 
 A atividade de ChE foi determinada através do método descrito por Ellman 
(1961) e adaptado por Guilhermino et al. (1996).  
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 Inicialmente foram preparadas duas soluções, uma ácida e outra básica. A 
solução básica foi preparada com 6,9672g de K2HPO4 diluídos em 400 mL de água 
Mili-Q. A solução ácida foi preparada com 5,4436g de KH2PO4 diluídos em 400 mL de 
água Mili-Q. As duas soluções foram misturadas de maneira que o pH desta terceira 
solução alcançasse 7,5. Esta solução tampão de fosfato de potássio foi mantida na 
geladeira a 4°C e no escuro. 
 Em seguida, foi preparada uma solução de DTNB (0,75mM) com 0,0042g de 
DTNB diluídos em 500 µL de metanol. No momento da preparação das placas, a 
solução de DTNB foi diluída em 13,5 mL da solução tampão de fosfato de potássio. 
Por último, uma solução de iodeto de acetilcolina (9mM) foi preparada com 0,0161 g 
desta substância diluídos em 6 mL da solução tampão de fosfato de potássio. 
 Para a montagem da placa, foram utilizados 20 µL da amostra de tecido em 
duplicata, 130 µL da solução de DTNB e 50 µL da solução de iodeto de acetilcolina 
em placas transparentes. A leitura foi realizada imediatamente após a preparação das 
placas à 405nm de absorbância por 7 minutos. Os resultados foram expressos em 
nmol thiol min-1 mg-1 proteína total. 
3.14. Análises dos Resultados 
 Para todas as respostas bioquímicas obtidas neste estudo, foi observada a 
normalidade dos dados obtidos através do teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade 
das variâncias pelo teste de Barlett. Através do teste de Grubb, os outliers foram 
identificados e suprimidos. Em seguida, as concentrações estatisticamente diferentes 
ao controle, em todos os ensaios, foram determinadas pelo teste de variância 
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Em todos os ensaios, as diferenças foram 
consideradas significativas quando p ≤ 0,05. As análises estatísticas foram realizadas 
através do software GraphPad Prism v7.0. 
 Com o objetivo de evidenciar as alterações subcelulares causadas pelo crack 
no tecido mais responsivo dos mexilhões, as brânquias, foi realizada uma análise 
através da abordagem desenvolvida por Beliaeff & Burgeot (2002) e adaptada Guelert 
et al. (2010), conhecida como “Integrated Biomarker Responses” (IBR) (em português: 
Respostas Integradas ao Biomarcador). Serafim et al. (2012) e Maranho et al. (2015) 
utilizaram previamente esta abordagem como uma ferramenta para interpretar 
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respostas de múltiplos biomarcadores e avaliar a susceptibilidade de organismos 
aquáticos à contaminantes. O índice foi calculado a partir da média de cada 
concentração dos biomarcadores analisados, em seguida foi calculado o logaritmo 
desses resultados. A partir do valor logaritmo, foi calculada a média e o desvio padrão 
de todas as concentrações juntas. Na sequência foi calculado o valor Zi (o valor médio 
do logaritmo da concentração, subtraído da média de todos as concentrações, dividido 
pelo desvio padrão), por fim foi calculado o valor de Zi-Z0 (o valor de Zi menos o valor 
do logaritmo da concentração testada). Tais resultados foram expressos em gráficos 
“starplot” do Excel®.  
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4. Resultados 
4.1. Concentração de cocaína na alíquota de crack empregado. 
As alíquotas de crack empregadas apresentaram 37,99 % de cocaína. As 
concentrações de cocaína inicial (T0) e após 24 horas (T24) foram analisadas para as 
soluções-teste do ensaio de TRCVN e biomarcadores. A taxa de degradação da 
cocaína contida no crack nas soluções dos aquários em 24h corresponde a 33,17%. 
 
4.2. Respostas ao Ensaio do Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro 
(TRCVN) 
 O ensaio do Tempo de Retenção do Vermelho Neutro avaliou a citotoxicidade 
do crack através da estabilidade da membrana lisossômica nas células do mexilhão 
Perna perna. Não foram observadas diferenças significativas entre o controle e o 
controle de solvente (p<0,05). Observou-se diminuição do tempo de retenção do 
corante, especialmente após 96 e 168 horas de exposição (Figura 3). 
 
Figura 3. Tempo de retenção do corante Vermelho Neutro após 48, 96 e 168 horas 
de exposição de P. perna a três concentrações diferentes de crack. * Diferença 
significativa com o controle de solvente (p<0,05). 
 
 Após 48 horas, não foram observadas diferenças significativas em relação ao 
controle de solvente. Depois de 96 horas de exposição, foram observadas diminuições 
significativas (p<0,05) do tempo de retenção em todas as três concentrações testadas 
em comparação com o controle de solvente. Depois de 168 horas de exposição, foi 
observada uma diminuição significativa (p<0,05) no tempo de retenção do corante nas 
três concentrações testadas quando comparadas ao controle de solvente. 
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4.3. Análise da atividade relacionada a EROD 
 A atividade de EROD foi mensurada em brânquias e glândulas digestivas do 
mexilhão marinho Perna perna. Em brânquias, não foram encontradas diferenças 
significativas (p<0,05) entre os controles. Após 96 horas de exposição, observou-se 
um aumento significativo na maior concentração, de 50 µg.L-1, em comparação com o 
controle de solvente (Figura 4). 
 
Figura 4. Atividade de EROD mensurada em brânquias do mexilhão Perna perna.  
* Diferença significativa com o controle de solvente (p<0,05). 
 Em glândulas digestivas, não foram observadas diferenças significativas 
(p<0,05) em relação ao controle de solvente (Figura 5). 
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Figura 5. Atividade de EROD mensurada em glândula digestiva de P. perna. 
4.4. Análise da atividade de DBF 
 A atividade de DBF foi mensurada em brânquias e glândulas digestivas do 
organismo-teste. Em brânquias, não foram observadas diferenças significativas 
(p<0,05) entre os controles. Após 48 horas de exposição, foram observados aumentos 
significativos (p<0,05) da atividade de DBF nas duas maiores concentrações, 5 e 50 
µg.L-1 em relação ao controle de solvente. Após 96 e 168 horas de exposição, 
nenhuma diferença significativa (p<0,05) foi observada (Figura 6). 
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Figura 6. Atividade de DBF mensurada em brânquias do organismo-teste Perna 
perna. * Diferença significativa com o controle de solvente (p<0,05). 
 
 Em glândulas digestivas, não foram observadas diferenças significativas 
(p<0,05) em nenhum dos tempos analisados (Figura 7). 
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Figura 7. Atividade de DBF mensurada em glândulas digestivas de P. perna. 
4.5.Análise da atividade relacionada ao GST 
 A atividade de GST foi analisada em brânquias e glândulas digestivas de P. 
perna. No tecido das brânquias, não foram observadas diferenças significativas 
(p<0,05) entre os controles utilizados. No tempo de 48 horas, foram observados 
aumentos significativos (p<0,05) nas concentrações de 5 e 50 µg.L-1 em comparação 
com o controle de solvente. Após 96 e 168 horas de exposição, as brânquias dos 
organismos testados não apresentaram diferenças significativas (p<0,05) em relação 
ao controle de solvente (Figura 8). 
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Figura 8. Atividade de GST mensurada em brânquias do mexilhão marinho. * 
Diferença significativa com o controle de solvente (p<0,05). 
 A atividade de GST mensurada em glândulas digestivas não apresentou 
diferenças significativas (p<0,05) entre os controles testados. Após 96 horas de 
exposição ao crack, foi observada uma diminuição significativa (p<0,05) da atividade 
relacionada a GST na maior concentração (50 µg.L-1) em comparação com o controle 
de solvente (Figura 9). 
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Figura 9. Atividade de GST mensurada em glândulas digestivas de P. perna. * 
Diferença significativa com o controle de solvente (p<0,05). 
4.6. Análise da atividade relacionada a GPX 
 A atividade relacionada a GPX foi mensurada nos tecidos de brânquias e 
glândulas digestivas do mexilhão P. perna. Em nenhum dos dois tecidos foram 
encontradas diferenças significativas (p<0,05) entre os dois controles testados. Nas 
brânquias de organismos expostos ao crack, foi possível observar um aumento 
significativo (p<0,05) da atividade de GPX após 48 horas de exposição, na 
concentração de 5 µg.L-1 em comparação com o controle de solvente (Figura 10).  
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Figura 10. Atividade de GPX mensurada em brânquias de P. perna. * Diferença 
significativa com o controle de solvente (p<0,05). 
 Já no tecido de glândulas digestivas, não foram observadas diferenças 
significativas (p<0,05) (Figura 11). 
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Figura 11. Atividade relacionada a GPX no tecido de glândulas digestivas de Perna 
perna. 
4.7. Peroxidação lipídica (LPO) 
 A peroxidação lipídica foi mensurada nos tecidos de brânquias e glândulas 
digestivas do organismo-teste. No tecido de brânquias não foram observadas 
diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles testados (Figura 12). 
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Figura 12. Peroxidação lipídica mensurada em brânquias de Perna perna. 
 Assim como não foram encontradas diferenças significativas (p<0,05) no tecido 
de brânquias do mexilhão marinho, também não foram encontradas tais diferenças no 
tecido de glândulas digestivas de Perna perna (Figura 13). 
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Figura 13. Peroxidação lipídica mensurada em glândulas digestivas do mexilhão 
marinho Perna perna. 
4.8. Danos mensurados ao DNA mitocondrial 
 Os danos ao DNA mitocondrial foram mensurados em brânquias e glândulas 
digestivas do mexilhão marinho. Para o tecido de brânquias, observou-se aumento 
significativo (p<0,05) dos danos ao DNA após 96 horas de exposição, na concentração 
de 5 µg.L-1 em comparação com o controle de solvente (Figura 14). 
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Figura 14. Danos ao DNA mitocondrial causados pela exposição ao crack no tecido 
de brânquias de P. perna. * Diferença significativa com o controle de solvente 
(p<0,05). 
 No tecido de glândulas digestivas, não foram observadas diferenças 
significativas (p<0,05) dos danos ao DNA em relação ao controle de solvente (Figura 
15).  
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Figura 15. Danos ao DNA mitocondrial no tecido de glândulas digestivas do 
organismo-teste.  
4.9. Neurotoxicidade (ChE) mensurada em Perna perna  
  Neurotoxicidade mensurada nos tecidos de brânquias, glândulas digestivas e 
músculo adutor do mexilhão marinho P. perna. No tecido de brânquias não foram 
observadas diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles testados 
(Figura 16). 
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Figura 16. Neutoroxicidade mensurada nos tecidos de brânquias de P. perna. 
 Não foi observada neurotoxicidade no tecido de glândulas digestivas do 
mexilhão marinho (Figura 17). 
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Figura 17. Neurotoxicidade em glândulas digestivas de Perna perna. 
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Assim como nos tecidos de brânquias e glândulas digestivas, não foram observadas 
diferenças significativas (p<0,05) no tecido de músculo adutor (Figura 18).
 
Figura 18. Neurotoxicidade no tecido de músculo adutor de Perna perna. 
4.10. Índice IBR 
 O índice IBR foi calculado para todas as concentrações testadas nos diferentes 
tempos. As respostas de GST e GPx, além do ensaio TRCVN mostraram-se as mais 
relevantes, sendo observadas em todas as concentrações testadas e tempos de 
exposição (Figura 19). 
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Figura 19. Índice IBR para brânquias do mexilhão Perna perna exposto ao crack (nas concentrações de 0,5, 5 e 50 µg.L-1) em três 
diferentes tempos (48, 96 e 168h). 
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5. Discussão  
 Este estudo produziu os dados iniciais sobre os efeitos subletais do crack no 
mexilhão Perna perna. A atividade de enzimas da fase I de biotransformação foi 
observada somente no tecido de brânquias, assim como observado por Siebert et al. 
(2017) em brânquias de ostra Crassostrea gigas coletadas de uma área de cultivo no 
litoral catarinense. O aumento da atividade catalítica CYP450, mensurada através da 
EROD foi observada na maior concentração testada somente no tempo de 96 horas 
de exposição. Já a atividade CYP medida empregando a DBF apresentou aumento 
significativo nas concentrações de 5 e 50 µg.L-1 após 48 de exposição. Estudos 
demonstram que a cocaína é indutora da atividade de CYP450 3A em ratos e 
humanos, principalmente em órgãos como fígado e rim (Valente et al., 2012; Kovacic, 
2005; Pasanen et al., 1995). 
 A enzima com ação de conjugação GST, apresentou aumento em sua atividade 
após 48 e 168 horas de exposição nas concentrações de 5 e 50 µg.L-1 no tecido de 
brânquias do mexilhão marinho e em glândulas digestivas, sua atividade foi diminuída 
apenas na concentração de 50 µg.L-1 após 48 horas de exposição. Já Parolini et al. 
(2013), em estudo com o mexilhão de água doce D. polymorpha expostos à 
benzoilecgonina, observaram aumento da atividade de GST na concentração de 0,5 
µg.L-1 após 14 dias de exposição e diminuição de sua atividade aos organismos 
expostos a concentração de 1 µg.L-1 após o 4°, 11° e 14° dias de exposição.  
 Já a atividade antioxidante de GPX, foi observada apenas em brânquias, com 
aumento de atividade após 48 horas de exposição, na concentração de 5 µg.L-1. Em 
estudo recente, Zaparte et al. (2014) coletaram plasma de 30 pacientes internados 
usuários de crack no 4° e no 18° dias de abstenção da droga. No primeiro dia de 
coleta, foi observado maior dano oxidativo que no segundo dia de coleta, no qual foi 
observada uma recuperação ao estresse oxidativo e um aumento das defesas 
antioxidantes, indicado por altos níveis de atividade relacionada a GPX. Parolini et al. 
(2013) observaram aumento da atividade de GPX após 4 e 14 dias de exposição na 
concentração de 0,5 µg.L-1 e diminuição de sua atividade após 11 e 14 dias de 
exposição a concentração de 1 µg.L-1 à benzoilecgonina.  
 A peroxidação lipídica (LPO) não foi observada em nenhum tecido analisado. 
Esse resultado está de acordo com o estudo de Sordi et al. (2014), que analisou 
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sangue de usuários de crack em um hospital psiquiátrico, na admissão e na alta 
desses pacientes e também não observaram peroxidação lipídica em relação ao 
controle. Porém, Parolini et al. (2013), observaram aumento da peroxidação lipídica 
nas células da hemolinfa de mexilhão-zebra (D. polymorpha) na concentração de 1 
µg.L-1 de benzoilecgonina após 4, 7 e 14 dias de exposição. 
 Através do ensaio TRCVN, observou-se que a estabilidade da membrana 
lisossomal diminuiu significativamente após 96 horas de exposição em todas as 
concentrações testadas, apresentando diminuição no tempo de retenção do corante 
vermelho neutro. Maranho et al. (2017), em estudo com Perna perna, observaram 
estresse significativo após 48 horas de exposição ao crack, nas concentrações de 5, 
50 e 500 µg.L-1. Binelli et al. (2012), ao testarem a cocaína no mexilhão Dreissena 
polymorpha, observaram uma correlação negativa entre o tempo de retenção do 
corante e as concentrações testadas, isto é, conforme a concentração de cocaína 
aumenta, o tempo de retenção do corante vermelho neutro diminui. Parolini et al. 
(2013) observaram que após 96 horas de exposição à 1 µg.L-1 de benzoilecgonina a 
estabilidade da membrana lisossomal de D. polymorpha diminuiu. Diversos estudos 
demonstraram que a estabilidade da membrana lisossomal em regiões tropicais é 
diferente de regiões temperadas. Em regiões com temperaturas mais elevadas, o 
tempo de retenção do corante vermelho neutro nos lisossomos tende a ser menor 
(Pereira et al., 2011). Baseado nessa premissa, este estudo produziu um índice para 
a saúde de mexilhões de regiões tropicais baseado em estudos com mexilhões 
coletados na costa brasileira (Abessa et al., 2005; Stefanoni & Abessa, 2008; Pereira 
et al., 2011; Cortez et al., 2012; Souza et al., 2016; Maranho et al., 2017). Para tanto, 
os mexilhões foram considerados saudáveis quando o tempo de retenção do corante 
foi ≥ 60 minutos; estressados, porém compensando quando < 60 e ≥ 30 minutos e 
severamente estressados quando o tempo de retenção foi ≤ 30 minutos. Com base 
nesse índice, os organismos expostos ao crack foram considerados estressados, 
porém compensando após 96 horas de exposição (média TRCV = 43,3 min) e 
severamente estressados após 168 horas de exposição (média TRCV = 26 min). 
 Os danos ao DNA mitocondrial analisados neste estudo apresentaram efeitos 
em brânquias e glândulas digestivas, após 96 horas de exposição na concentração 
de 5 µg.L-1. Segundo Maranho et al. (2017), a genotoxicidade no DNA mitocondrial de 
glândulas digestivas de mexilhão Perna perna expostas à concentração de 500 µg.L-
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1 de crack aumentou após 48 horas. Diversos estudos já comprovaram danos ao DNA 
nuclear através dos ensaios de micronúcleo e cometa de organismos expostos às 
drogas ilícitas. Oliveira et al. (2014) observaram os danos ao DNA através do ensaio 
do micronúcleo em células de mucosa oral de usuários de crack e constataram que o 
mesmo provoca rupturas cromossômicas e morte celular. O ensaio do micronúcleo 
avalia a quantidade de micronúcleos formados em células animais, os quais são 
gerados a partir da indução de agentes exógenos que causam ruptura cromossômica, 
resultando em fragmentos ou cromossomos inteiros no citosol destas células (Beliën 
et al., 1995 apud Oliveira et al., 2014). Porém, Yujra et al. (2015) não observaram 
aumento significativo na formação de micronúcleos em células de medula óssea e 
fígado de ratos nas concentrações de crack a 0,45, 9 e 18 mg.kg-1. Já Moretti et al. 
(2016), em estudo com crack em ratos Wistar e as mesmas concentrações testadas 
por Yujra et al. (2015), observaram aumento significativo no número de micronúcleos 
em células de medula óssea expostas a maior concentração, de 18 mg.kg-1, 
observaram também danos genéticos através do ensaio do cometa em células de 
fígado e sangue periférico nas concentrações de 9 e 18 mg/kg. Binelli et al (2012) 
também observaram aumento de micronúcleos em hemócitos do mexilhão D. 
polymorpha na concentração de 10 µg.L-1 após 72 horas de exposição à cocaína. 
Parolini et al. (2013) observaram aumento aos danos ao DNA através do ensaio do 
cometa após 7 dias de exposição, nas duas concentrações testadas (0,5 e 1 µg.L-1) e 
também aumento de células micronucleadas após 4 dias na concentração de 1 µg.L-
1.  
 As concentrações de efeito observadas de efeito citogenotóxico (TRCVN e 
danos ao DNA mitocondrial), juntamente com os valores encontrados por Binelli et al. 
(2012) e Parolini et al. (2013), foram próximas às concentrações ambientais, uma vez 
que as concentrações de cocaína no crack utilizado neste trabalho foram em torno de 
40%, ou seja, 0,2 µg.L-1 para o TRCVN e 2 µg.L-1 para os danos ao DNA. Tais dados 
sugerem risco ambiental aos ecossistemas aquáticos, uma vez que a cocaína foi 
observada no ambiente em concentrações de 0,2 a 5,9 µg.L-1.  
 Através do índice IBR foi possível observar que a atividade CYP-like, seguida 
por GST e GPx foram ativadas nas brânquias e foram eficientes no combate à 
peroxidação lipídica (LPO) em todas as concentrações/tempos de exposição. Porém, 
foram observados danos na estabilidade da membrana lisossomal (TRCVN) e ao DNA 
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mitocondrial após 96 horas de exposição. Estes resultados estão de acordo com o 
que foi observado em estudos anteriores envolvendo bivalves marinhos e dulcícolas 
(Maranho et al., 2017; Binelli et al., 2012), embriões de Danio rerio (Parolini et al., 
2017), hamsters (Yu et al., 1999), e ratos (Díez-Fernandez et al., 1999) que 
demonstram que a cocaína e seus subprodutos (incluindo o crack) promovem efeitos 
citogenotóxicos pelo aumento de espécies reativas de oxigênio, causada pela 
biotransformação da cocaína através da atividade de CYP450, promovendo desta 
forma danos ao DNA e processos de apoptose. 
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6. Considerações Finais 
 O mexilhão P. perna foi considerado um modelo adequado para avaliar a 
toxicidade do crack e seu risco aos ecossistemas marinhos. Os resultados 
demonstraram que as brânquias do mexilhão marinho foram o tecido mais responsivo, 
com atividades de detoxificação (CYP e GST) e antioxidante (GPx) mais evidentes 
após 48 e 96 horas de exposição. Apesar de observar as atividades anteriormente 
citadas, o metabolismo do mexilhão não foi capaz de prevenir danos ao DNA 
mitocondrial. Respostas dose- e tempo-dependentes foram observadas através da 
análise da estabilidade da membrana lisossomal (TRCVN). Este estudo demonstrou 
que a introdução contínua de drogas ilícitas em ecossistemas costeiros deve ser 
considerada uma ameaça a organismos marinhos, salientando a necessidade de 
pesquisas relacionadas à bioacumulação de drogas ilícitas em organismos marinhos 
e revisão da legislação ambiental vigente que atualmente não inclui tais 
contaminantes. 
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